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Rozdelenie antokyaninov [ervenfch vin gradientovou HPLC

MILAN DRDAK PAVOL DAUEIK JOZEF KUBASKV JOLANA KAROVIEOVA

Suhrn. Prtica sa zaober/r optimalizaiciou delenia antokyaninov HPLC'r'dervenych vinach
za vyuiitia butylaminu v mobilnej fAze pri gradientovej clucii. Porovnlvajir sa vyisledky

delenia antokyaninov v dvoch optimalizovanych systemoch s pouZitim a bez pouZitia butyla-
minu. Butylamin sa ukizal ako najvhodnejii z pouZitlch alkylaminov. Optimalizovani
mobiinl lAza sa sklad6 z CHTOH, HClO1. butyiaminu a redestilovanej vody. OptimalizAcia
gradicntu sa robila experinrentdlne. Pri porovnani oboch syst6mov sa uk6zalo, Ze pou2itie
butylaminu skrdti ias analyzy. zlepii separadnir uiinnosi a reprodukovatelnosf gradientu.

Cielom kvapalinovej chromatografie je rozdelit' najmenej dve zloZky v zmesi
v prijatelnom dase tak, aby sa vymyli do detektora ako samostatne koncentrad-
ne zony. Idedlne je, ak su chromatograficke piky symetricke, s gausovskim
rozdelenim koncentr6cie vymivanej zloiky po diZke kolony.

Za zakladne prace zaoberajuce sa analyzou flavonoidov a antoky6novich
farbiv met6dou HPLC sa oznaduju publikdcie Wulfa a Nagela [, 2]. Antokyri-
nove farbiv6 v u5lachtilej odrode Vitis vini/brc delili izokraticky za pouZitia
mobilnej fazy: l0 7o kyselina mravdia v 50 oh roztoku metanol-voda. Zistili. Ze

antokyaniny sa eluuju v poradi podla svojej polarity. V svojej d'alSej praci [3]
skumali zmeny antokyaninov podas ferment6cie a sternutia vina odrody Merlot
a Cabernet Sauvignon. VyuZili programovatelny gradient, pridom mobilnu f6zu
predstavoval roztok A: l0% kyseliny mravdej vo vode, a roztok B:25oh
acet6nu v l0 % kyseline mravdej.

Izokratickou eltciou sa zaoberali Wilkinson a kol. [4], pridom ako mobilnu
f6zu pouZili rozpir5tadlo voda-kyselina octov5-metanol (71 : l0: l9). VyuZi-
tim izokratickej elucie za pouZitia pl6novaneho experimentu (metoda ROCKP
pre tri nez6visle premenn6) a alky aminov v mobilnej faze sa zaoberali Drd6k
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a kol. [5]. Optimilne hodnoty litktorov zodpovedali zloZeniu nrobilnej firzy
-15'li, CHIOH vo r,ocie. ().16mol.l I tlclol a 0.l22mol.l rbutylaminu.

Williarns a Flrazdina [6] vyuZili prednosti programovatel'n6ho gradientu. Na
kolone Bondapak Cl8 sa im podarilo za relativne kr6tky das odseparovat' l0
antokyaninov. Van de Casteele a kol. [7] vyuZili programovany gradient (pH
rozpu5t'adiel upravili HCOOH) na kolone Lichrosorb RP-16. identilikovali l0
antokyaninov. priiom analyza trvala 35 minirt. Preston a Timberlake [8] analy-
zovali antokyarriny vo r,Setkych vvskvtujucich sa ibrmAch (chalkon. pseudobf-
zil. {iavylio.,'y kltion). V poslednonr obdobi bolo publikovanlch niekol'ko prhc.
ktore sa zuoberulu urralyzou antck.vaninov v portskych vinacir (odporuiaju
analizu pri pli 1.5. priionr n;r upravu pl'{ pouZivaju HCOO}{ alebo HCIO*)
le lrl.

Drdak ;r kcl. il2 l6l sa zaol'reraii podielr)m a zastupeninr antokvaninov
v'icrven j'ch vinlrch. ich zrnenami prrdas ferinentfcie a zrenia mlacilrch iervenych
vin. Na z:iklade optilnalizovanej metrrCy cielenia antokyanirrov HPI-C za, vvuii-
tia gratiientove.j eiicie sa taktieZ zaoberali zastirpenim ant<-rkyaninov v 9 odro-
dich niocirych krritivarov hroztta.

Materiil a met6dy

Chemikhlie: metanol pre UV spektroskopie (Lachema. Brno). kyselina chlo-
ristri 70 7" (Xenon. Lod2), butylamin (Lachema, Brno), trietylamin a dietyla-
min (VEB Labor. Chemie. Apolda), hexylamin a oktylamin (E. Merck), redesti-
lovana voda.

Vzorky: cerven6 vina Frankovka, Vavrinecke. Frankovka modra, Svdto-
vavrineckti, Alibernet, Cabernet Sauvignon. Andre, C-15 (novovyilachten6
odroda kriZenec Sviitovavrineckeho, Frankovkymodrej a Alibernetu).

Delerrie antokyaninov HPLC. Na delenie antokyaninovych farbiv iervenych
vin sme pou2ili vysokoudinny kvapalinovy chromatograf typu VARIAN 8500
( U SA). vybaveny spektrofotometrickym detektorom UV/VI S VARI SCA N 634
D, zapisovaionr A-25 a vysokotlakovym nastrekovym syst6mom stop flow.

Podmienky analyzy:
kolona
prietok mobilnej f6zy
pracovny tlak
vlnova diZka detektora
citlivosl zapisovaia
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V3''s!edky a diskusia 
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V naiej predcnad;:ir.iirc,:j prrici sme uriili optimiiine zlo;-renrr- niohiinej fazy pri
izokratickej el[rcii [5]. i'rer';rili srne pouZitie i'iaicerycl-r alkylaminov (butylamin.
diet,vlamin, trietylamin, he.rt'iamin, okt,vlamin). N:tilepiie 1'1,'sledky poskytovrila
mobilnii firza s butylan-rinon, h.oci pocet odclelenj;clt antok'vrlninov (separaina
ucinnost' bola ni75ia akc; pli iroiiiili griiCientovej eiircie) t12 i5l. Na zhklade
izokratrckej elitcie s tnobiini'lt i;i':i;i: s i:utylamiri,tlTt strl3 ilt-rl opiilt-lalizuciu
gradientovej eiircie pouZili rtzti-'k ,A zlolcltirt lij cir.i. o.,i, ntctanciu HClf)o
0.l6mol .l r. britylai:tin C-lllnr,'l .l .r:-t)ztc)k B;loieniii 90 obi.9,?, metanolu.
ilclO4 0.l6mol.l i. buivlainin 0,l2lnc,l.l ' Vi.:leciit.'pFi ro.:lokov bolo
1,45. Pri optirnalizacii sme pr:u7ili virro Alinernct, ktore m:,: z aniilyzovanych
vzoriek (Sviitova.;r-intcke. Frankoika rnodr:i., Cabelrret Suiivignon. Andre)
iraj rovnomerncjSie zastirpenie an litk,"aniiior [ 2j. Gradieni :;mc opiimalizovali
v clvoch krokoch. a to podia,tr-rir-ii: zltiienie nobilnei i'li::.,'ti t\:rr it strtnost
gradientu. Nakol'ko zatiaI eiie r:ie jt- o1'rtinralizlciri graCienir;r,eho vvin'{'vania
spracovanl matematicky. tvolbu graciieniii sn',e rotrili pokusne v rozmcdzi i-{ ai
'75 '', l).

Fig. I

Obr. l. Chromatografick! zazllam

Chromatogranr ol' an analysis o1'

tas'lmin;

analizy vzorky Alibernet gradicntovou elilciou.
the Alibcrnct wiue sample using thc graclicnt clutiort
(l Time.)
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Na z6klade opakovanlfch analyz sa ako najvhodnej5i ukazal tento typ gra-
dientu: zadiatok 25oh B, koniec 5l% 8,0 aZ 8min 25 oh B itokraticky, 8 aZ

I 2 min z 25 o/o na 4l oh B (4 % B . min t1, 12 aZ 22 min z.o 4l oh na 5 | oh B (l %
B. min-r) 22 aL 34min 51 7o B izokraticky.

Chromatografickf zdznam delenia antoky6novyich farbiv vina Alibernet je na
obr. l, Svdtovavrineckeho vina na obr. 2, Frankovky na obr. 3 a vina Cabernet
Sauvignon na obr. 4 zavyuiitia tohto gradientu. V poradi pikov sme identifiko-
vali tieto antokyaniny: delfidin-3-glukozid (l). kyanidin-3-glukozid (2), petuni-
din-3-glukozid (3), peonidin-3-glukozid (4), malvidin-3-glukozid (5), neidentifi-
kovany (6), delfidin-3-glukozidacet6t (7), kyanidin-3-glukozidacetat (8), petuni-
din-3-glukozidacetit (9), peonidin-3-glukozidacet6t (10), malvidin-3-glukozida-
cet6t (l l), delfidin-3-glukozid-p-kuma16t (12), peonidin-3-glukozid-p-kumardt
(13), malvidin-3-glukozid-p-kumar6t (14).

Vfhodnost' vypracovanej metody delenia antokyaninov HPLC je moZno
najlep5ie dokumentovaf porovnanim gradientu s butylaminom v mobilnej f6ze
s gradientom bez butylaminu. V praci [2] publikujeme optim6lny gradientovy
program bez pouZitia butylaminu, ktory je nasledovny: rozpu5t'adlo A: 20oh
CH,OH, 8004, H2O, 0,025lmol.l-r HCIO. (pH 1,5); rozpir5t'adlo B: 80%
CH3OH, 20o/o H2O,0,0251 mol.l-' HCIO., (pH 1,5), zadiatok 20% B, koniec

Asro

Eas{ [min]

Obr. 2. Chromatograficky zaznam vzorky Svdtovavrinecke.
Fig. 2. Chromatogram of the St. Laurence's wine sample. (l Time.)
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Obr. -1. Chromatograficky z.azn'tm

Fig. 3. Chromatogram of the Frankovka

30

tas'fmin]

vzorky Frankovka.
wine sample. (l - Time.)

A s2o

I -nrn

taJ[min1

Obr. 4. Chromatograficky- zaznam vzorky Cabernet Sauvignon.

4. Chromatogram of the Cabernet Sauvignon wine sample. (l __- Time.)Fig
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7-5 'l'o B, 0 a) l0 nrin z 20 "/o r-rir 40 '1.6 B (l 16 il . min ). 10 a;i --15 rnin z .l0 9/o Il na
Jj'i'u B (2 o,,o B. min' r), 35 tt2 40 min zcr ,-()a,/,, B nri 7-5(,tir ii (! '),t, B. min ').

I)r'i polovrrirni uvedenych gradientovych programov sme sa zarrrcraii na ias
analizy, separacnu uiinnost a reprodukovatelnosi gradientu.

('Lts unultl:.:'. Gradient s but;'laminom trvA 6 nrinirt kratiie ako bez bLrtylami-
nu. Okrem toho pri gradiente s butylaminom boli piky na chromatogramoch
rozloZene ornnoho rovnomernejSie.

Sepuruittti iltinntt.st'. Oba gradienty sn-re porovnali na zfklade selektivity (a).
rozliSovacich iaktorov (R.) oboch systemov a kapacitnych faktoror, (/.-'). Pri
vypodte kapacitnvch faktorov uvedenych v tab. I sme poditall s 6f11,ym elud-
nynl iasom lo : 120 s. Z tabulky je zrejme. ze pri gradiente s butylaminom sme
dosiahli lep5ie podmienky a docielili lepSie rozliienie najmri pikov 4. 5 a 10, I l.

'T 
a b u Ik a i. Porovnunic oplimalizovanl'ch graclicntov z h[adiska sclekrir'ity'l'ablc l. Comparisorr oi-optimized gradtenrs according to thc selectivrty
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Tabulka 2. Porovnanie optimalizovanych gradientov z hladiska reprodukovatelnosti
Table 2. Comparison of optimized'gradients according to the reproduction ability

Pikr

Gradient:

bez butylaminus s butylaminoma

t o .t o
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2

t
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l0
ll
t2
l3
l4
l5

0.92 0.86
0,93 0,87
I,09 I,02
l.l5 1.08

l.l9 l.l2
l.3l I,23
l ,01 0,95
0.86 0.80
0.81 0.75
0.73 0,69
0.63 0,59
0.54 0.50
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0.56 0.52
0.50 0.41
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1.99 0.16 0.
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'7.'78 0.l8 0.

8.61 0.2l 0.

9.28 0,20 0.

10,05 0.l9 0,

10.56 0.19 0.

l 1.89 0.19 0.

t2.'79 0.20 0.

13.70 0.26 0.

14.33 0.25 0.
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3

For l--4 see Table I
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Porovnanie gradientov z hladiska reprodukovatelnosti je v tab. 2. Z porov-
nania tychto hodn6t je zrejme, Ze reprodukovatelnosf merani s gradientom za
vyuZitia butylaminu je omnoho vy55ia a syst6m spifla vysok6 kriteri6 kladene na
delenie antokyaninov pomocou vysokoudinnej kvapalinovej chromatografie.

Ziver

Ukdzalo sa, Ze vyuZitie alkylaminov. konkretne osveddeneho butylaminu,
ako pol6rnych rozpir5t'adiel na zvy5enie eludnej sily, ovplyvnenie polarity stacio-
ndrnej fazy a zvyienie rozpuSt'acej schopnosti mobilnej finy je prideleni antoky-
aninov gradientovou eluciou efektivne. Pri porovnani doteraz publikovanych
sustav na analyzu antokyAnovych farbiv dervenych vin sme doSli k zaveru, Le

n65 optimalizovany system je zo vSetkych strdnok vhodnejii.
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Pc;rcrrc

Pa6ora 3aHHN{aercq onrn\,rH'ta[Het"r pa3,'tc,reHHrr itHTOtllraHuHoB nr,lcorotrltperrrsutrir xrr,lxtrc-
rHofi xpovarorpaQaeir B KpacHbrx BHHax nplr Hcno,rb3()BaHurt Cr1'tlt,tur,tuua e notrsuxuoi-{ Qa:le npu
npilMeHeHHH rpar.lueHTHoro )JroupoBalurr. ('plrRxHaarorcn pclv-'lr,ralF,l pa3jtc"reHHn aHTortr.raHH-

HoB B rByx onrH\rH3upoBilHHbr\ cucrL-\'iax npri npl\rcHcHttu n 5c: upltrrcur'ults Slrr.r.rvrs;r.
Onrnvu:upoaaHHaq lro6r4--rsuae rfara c,roxe'rir x: Cll,OH. HClOr. fryrn:avtrtta n lroBloprlo
;HcruJnlrpoBitsuofi goilsr. ()nrrrvu:at(Hs r pa.lHeHla ,te-ril-racb lKcrreprr\,{eHTir-rsHo. flpn cpoBHc-

suu o6ottx cucreM iloxil3a,rocb- rITo ucn()--rb3ogaHrrc Irtlt.rir\1nHi.l cor\plrr14T Bpe\rfl trHa-rr4'Jil.

yxyqluHT cenapatttroHHoe.leilcrsre lt Bocnp()r]Bo,t.lr\.1ocrr' rpll.lucHTi.l.

Separation of antocyanines from red wine sorts
using the HPLC gradient

Suntnrarl

The paper deals r.vith optimization ol thc' s.'paration ol'anthocranincs bv HPLC in red uitres

using. butylarnine in mobile phasc rn gradicnt clution. Jhc rcsults of scparation obtained by twtr
optimizcd systems. i.c. u,ith br-rtllaminc- rinri uitholrt hutr l:rrnine arc'conrparcd. Butl'laminc appcars

to be the mosl convcnient itmong thc uscd eilkrlanrincs. I'hc lp11n117qd nrobile phasc consists ol
C[{,OH. HCIO]. hutylaminu antl rcdistillccl \\'ltcr. -fhs optimization ilas perlirrmr-d b_v.' cxperinrent.

The comparison olboth systems'"r'ith cach othcr has shonn tiral thc Ltsc'of br,rtylamine reduces thc

time ol analysis. improve the cliicicncl ol'separatiorr anti lhc rcproducibiliti ol'gradient.
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